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論文内容要旨
 第1章序論
 メラノーマ培養細胞を用いた従来の研究では,メラニン生成に及ぼすホルモン,ビタミγ,叉は
 アデノシンー315Lサイクリック1・!,ン酸(cAMP)に関連した物質,及び、細胞分裂を抑制
 する物質などの影響が調べられており,色素胞刺戟ホルモγ,シブチリルcAMP(db-cAMP)・
 テオフィリンなど,細胞のcAMPレベルを高める物質,及び、コルセミド,DMSO,カルシフェ
 ・一ルなどが,メラニン生成を促進することが知られている。しかし,培地の基本的な組成成分で
 ある糖について,メラニン生成に及ぼす影響はこれまで研究されなかった。
 B-16マウスメラノーマ細胞をLeibovitzのL-15培地で培養した場合に,メラニン生
 成が著明であることが知られていた。この培地は通常の培地に含まれているグルコースをガラクト
 ースとピルビン酸に置きかえていることが特徴である。この研究では,B-16マウスメラノーーマ
 細胞を用いて,メラニン生成に及ぼす糖の影響を調べた。一方,培地のpHは細胞の種々の生理的
 機能に影響するので,同時にpHの影響を調べた。
 第2章細胞が培養中で示すチロシナーゼ活性(TyC)に及ぼす糖の影響
 種々の培地で細胞を培養し,チ・シナーゼ活性(TyC)に.及ぼす糖の影響を調べた。また,あ
 る場合には,メラニンを測定した。培地はEagleのMEM(最少必須培養液)の糖組成をかえた
 ものを用い,培養はレイトン管を用い,37℃で行った。培地は毎日交換した。
 ガラクトース培地での培養ではチ・シナーゼ活性が高く,メラニγが多く蓄積したが,グルコー
 ス培地での培養では,チ・シナーゼ活性が低く,メラニンの蓄積が少なかった。また,ガラクトー
 ス培地での培養では,培養が定常期に入ってからも高い活性を維持したが,グルコース培地での培
 養では,活性は一時上昇したが,定常期に入ってから低下した。この糖による活性の変化は可逆的
 であった。ヒト由来のメラノーマ細胞でも同様に,チ・シナーゼ活性は糖の影響をうけた。5mM
 の糖を含む培地で培養した予備的実験では,糖を2群に大別できた。即ち培養中の培地のpHの低
 下が著しい,グルコース,マンノースと,pHの低下が著しくない,ガラクトース,フルクトース,
 フコースの2群で,前者の糖を含む培地での培養ではチ・シナーゼ活性が低かったが,後者の糖を
 含む培地での培養では活性が高かった。
 第5章チロシナーゼ活性に及ぼす培地pHの影響
 前章の実験で,糖のみでなく,pHの影響が考えられたので,チ・シナーゼ活性に及ぼす培地pH
 の影響を調べた。ここでは,細胞の全チ・シナーゼ活性を示すと考えられる無細胞抽出液のチ・シ
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 ナーゼ活性(TyH)に及ぼす影響を主として調べた。実験条件を単純にする目的で,定常期の培養
 を用いた。ガラクトース培地で培養した時,チ・シナーゼ活性(TyH)は培地のpHにより可逆的
 に変化し,活性はpH6.3では低下したがpH7.2では上昇した。高いpHでは,TyC及びメラニγ
 の蓄積が促進された。このpH7.2でのチ・シナーゼ活i生の上昇は,酵素の新生によることが,アク
 チノマイシンD(ActD)及びシクロヘキシミド(CH)を用いた実験から示唆された。一方,pH
 6、3では酵素の合成が起らないことが,同様の実験から示唆された。
 第4章チロシナーゼ活性に及ぼす糖の影響
 糖濃度を下げると培養中のpHの変動が少くなる。糖濃度を1mMに下げて,一定pHで,グル
 コース培地とガラクトース培地での培養についてチ・シナーゼ活性を比較した。
 ガ'ラクトース培地での培養では,チ・シナーゼ活性(TyC,TyH)が高く,グルコース培地での
 培養では活性が低いこと,また,TyHは糖の交換により可逆的に変化することが明らかになった。
 ガラクトース培地でのTyHの上昇は酵素の新生によることが,ActD及びCHを用いた実験から
 示唆された。一方,定常期のグルコース培地での培養では,酵素の合成が起らないことが,CHを
 用いた実験から示唆された。チ・シナーゼ活性(TyH)は,ガラクトースの消費量に応じて上昇し
 た。ガラクトースが同様に消費された時,グルコースを同時に含む培地での培養ではTyHが低か
 った。
 第5章培養中の培地成分の濃度変化
 一定pHの,ガラクトース又はグルコースを1mM含む培地での培養で,24時間培養後,培地に
 加えた糖が殆ど全量消失した時,グルコース培地での培養では乳酸が蓄積したが,ガラクトース培
 地での培養では蓄積しなかった。また,乳酸及びピノレビγ酸を培地に加えた時,高濃度(iOmM以
 上)ではいずれもTyHを抑制したが,ピルビγ酸の場合は,メラニンの著積を促進した。通常の
 5mMのグルコースを含む培地での培養では乳酸の著積及びpHの低下が著しい。この培地で培養
 した時のチ・シナーゼ活性の低下は,乳酸の蓄積によるp狂の低下によると考えられる。また,L
 -15培地で培養した場合の著明なメラニγの蓄積は,この培地がガラクトース及びピルビγ酸を
 含むことによると考えられる。しかし,一定pHの場合の糖によるチ・シナーゼ活性の相違は,糖
 そのものか,乳酸,ピルビソ酸以外の代謝物が國係していると思われる。ガラクトースは,解糖系
 を通って代謝される以外に、別の経路で代謝されることが考えられ,この代謝の相異とチ・シナー
 ゼ活性の関連が考えられる。
 第6童TyHに及ぼすdb-cAMP,及びテオフィリンの影響
 この細胞ではdb～cAMPによるメラニン生成の促進効果はみられず,むしろ,チ・シナーゼ活性
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 (TyH)を抑制した。テオフィリγは,グルコース培地,ガラクトース培地で,ともに,チ・シナ
 ーゼ活性を上昇させた。ガラクトース培地で培養した時の活性上昇にcAMPが関与している可能性
 も考えられるが,この点を明確にすることは,今後に残されている。
 第7章総合考察
 チ・シナーゼ活性はpH7.2の培養では高く,pH6、3での培養では低いが,これは,pH6.3で
 は酵素の合成が起らず,分解が促進されることによると考えられる。また,ガラクトース培地での培
 養では活性が高く,グルコース培地での培養では低下することが明かになった。チ・シナーゼ活性に
 関連した糖の代謝及び,培養中で示されるチ・シナーゼ活性(TyC)の調節の機構については,今
 後の問題である。
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 論文審査の結果の要旨
 佐伯久明提出の論文は培養細胞が培養中にあらわれる形質の発現を調節している環境要因を解析
 したものである。マウスに由来するメラノーマ細胞はその形質としてメラニンを合成しているが,
 培養条件によってその合成が促進されたり,抑制されたりすることがある。この論文では,まずメ
 ラニノの合成の鍵酵素であるチ・シナーゼの活性が,培地にグルコースを加えた場合に低く,ガラ
 クトースを加えた場合に高くなることを明らかにした。次に,メラノーマ細胞のチ・シナーゼ活性
 に及ぼす培地のpHの影響をしらべた。培地のpHが高い場合(pH,7,2以上)には,チロシナー
 ゼの活性が高く,メラニンの蓄積が促進されることを認めた。この高いpHでの酵素活性の上昇は
 アクチノマイシンD.およびシク・ヘキシミドを用いた実験で,酵素の新しい合成によるものであ
 ることが示された。pHが低い場合(pH.6.3)にはチ・シナーゼの合成はおこらなかった。同様
 に,一定pHで行った実験で上記のガラクトースによるチ・シナーゼ活性の誘導がやはり酵素の新
 合成によるものであることが明らかになった。また,一定のpHでガラクトース叉はグルコースを
 lmM含む培地での培養で,24時間後培地に加えた糖が殆ど消失した時,グルコース培地での培
 養では乳酸が蓄積していたが,ガラクトース培地での培養では蓄積していなかった。
 グルコースを含む培地でのメラノーマ細胞のチ・シナーゼ活性の低下は乳酸の蓄積によるpHの
 低下によると考えられた。一方ガラクトースは解糖系を通って代謝される以外に別の経路で代謝さ
 れることが考えられた。
 次にメラノーマ細胞のチ・シナーゼ活性に及ぼすdb-cAMP(ジブチリル・サイクリックAMP)
 およびテオフィリソの効果をしらべた。テオフィリソは酵素活性を上昇させたがdb-cAMPはむしろ酵
 素活性を抑制した。このdb-cAMPの抑制効果は細胞内で分解したブチレートによる阻害と考
 えられた一これらの成果は細胞の形質発現機構に関して新しい知見を加えたものである。そして
 この成果は提出者が自立して研究活動を行うのに必要な高度の研究能力を有することを示すもので
 ある。よって佐伯久明提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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